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　ライフサイエンスの最近の発展のなかで、リン脂質分野の研究はすばらしい進展を
続けている。以前は、リン脂質は単なる生体膜の構造体と考えられ、構造と機能との
関連性が明確でなかった。その上、リン脂質は生体構成物質としては取り扱いにくい
物のひとつであったため、研究対象として必ずしも好んで選ばれる存在ではなかった。
　最近の研究で、リン脂質の果たす生理的役割が次第に明らかになってきた。細胞内
シグナル伝達に重要な役割を果たす、イノシトールポリリン酸の前駆体はイノシトー
ルリン脂質であり、ジアシルグリセロールの前駆体はホスファチジルコリンやイノシ
トールリン脂質である。また、エイコサノイドや血1小板活性化因子の前駆体はホスフ
ァチジルコリンである。この他にも、リン脂質はさまざまな生理活性物質の前駆体と
なることが明らかにされてきた。これらに共通することは、生理活性物質はリン脂質
に内蔵されて生体膜中に存在するという点である。さらに、神経組織におけるドコサ
ヘキサエン酸に見られるように、リン脂質の構成成分として生体二分子膜の分子集合
状態に影響を与えることによって生理作用を発揮すると考えられるものもある。
　上述した生理活性の発現の多くはリン脂質そのもの、または、前駆体となるリン脂
質の有するアシル基の組成に大きく依存することは想像に難くない。これが私達が動
物の各臓器・組織がリン脂質のアシル基組成を保持する機構を解明し、その制御に介
入する手段を入手すれば、外的因子によって臓器・組織の生理を調節することも可能
であると予想した理由である。
　本研究に対する文部省からの科学研究補助金の交付に対して感謝する次第である。
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研究成果
はじめに
　生体膜やリボ蛋白質を構成するリン脂質には数種類のリン脂質があり、各々のリン
脂質は構成要素である2つのアシル基の組合せの違いによってさらに多くの分子種に
別れている。このようにして動物には2千種を超えるリン脂質分子種が存在するが、
個々のリン脂質分子種に特異的な生理機能が見出された例はほとんどない。しかしな
がら、リン脂質の分子種組成は生体膜の物理化学的な性質を規定するし、細胞内のシ
グナル伝達やエイコサノイドの生成に大きく影響するので、リン脂質の分子種組成が
むやみに変化しては臓器・組織の生理にとって不都合であると考えられる。事実、動
物の各臓器・組織の個々のリン脂質の分子種組成はよく保持されている。このことは
個々の臓器・組織の個々のリン脂質の分子種組成を保つ代謝上の保障機構が存在する
ことを意味する。したがって、この保障機構を解明すれば、外的因子によって特定の
臓器・組織の個々のリン脂質の分子種組成を人為的に操作することが可能となり、そ
の臓器・組織の生理に介入してこれを制御することができるようになることを意味す
る。これが本研究を開始した理由である。
研究の構成
　本研究では、まず始めに、肝臓におけるリン脂質分子種生合成を薬物によって変動
させることができるかどうか、これが可能であるならば、この変動の機序はどのよう
なものかについて検討した［1］。次に、腎臓のホスファチジルコリンの分子種組成
の特殊性について、ホスファチジルコリンの分子種代謝の観点から追求した［H］。
最後に、肝臓でのリン脂質分子種組成の変化が末梢臓器（脳、膵臓、腎臓）にどの程
度波及するか、換言すると、これらの末梢臓器の分子種組成はどの程度独立性を保っ
ているかについて検討を加えた［皿］。
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研究成果
1．　肝臓におけるリン脂質分子種組成の薬物による制御
（1）クロフィブリン酸によるラット肝臓のホスファチジルエタノールアミン生合成
　の変動（発表論文1）
　クロフィブリン酸（4一クロロフェノキシ酢酸）は血清脂質改善薬であるクロフィ
ブラート（4一クロロフェノキシ酢酸エチルエステル〉の活性本態である。クロフィ
ブリン酸をラットに投与すると、肝臓中のリン脂質、特に、ホスファチジルコリンと
ホスファチジル出血ノールアミンが増加する。ホスファチジルコリンの増加はこの薬
物によるボスファチジルコリンのde　novo生合成系の元進と血1一中への分泌抑制に
起因することを明らかにした（Kawashima　et，al，，1994b）。しかしながらクロフィ
ブリン酸が肝臓のボスファチジルエタノールアミンを増加させる機序はいまだに不明
である。クロフィブリン酸を肝臓のリン脂質の分子種組成を制御する外的因子として
使用するにあたって、まず、この薬物のホスファチジル虚言ノールアミン増加作用の
機序の解明を試みた。
　クロフィブリン酸を投与すると投与量に依存して、肝臓のボスファチジルエタノー
ルアミンは増加した。この増加率は他のリン脂質の場合より顕著であった。ホスファ
チジルエタノールアミンのde　novo生合成に関与する3種類の酵素に対するクロフ
ィブリン酸の影響を調べたところ、意外にも、ホスファチジルエタノールアミン生成
の律速酵素と考えられているCTP：ホスホコリンシチジリルトランスフェラーゼは
著しく抑制されていた。一方、クロフィブリン酸の投与によって、ホスファチジルセ
リン脱炭酸酵素活性はわずかであるが有意に上昇し、ホスファチジル民心ノールアミ
ンN一メチル化酵素活性は抑制された。さらに、クロフィブリン酸はホスファチジ
ルエタノールアミンの代謝回転を遅くすることが明らかになった。したがって、クロ
フィブリン酸の影響下では、肝細胞は、通常では副経路であるホスファチジルセリン
経由の生合成経路（ボスファチジルコリン→ホスファチジルセリン→ホスファチ
ジルエタノールアミン）を活性化すると同時にホスファチジルコリンへの変換とホス
ファチジルエタノールアミンそのものの代謝回転を抑制することによって、細胞中の
ホスファチジルエタノールアミン含量を増加させていることが明らかになった（図1
参照）。
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　　　　Fig．　1．　Pathways　phosphotipid　biosynthesis　in　rat　liver
　　　The　broad　arrows　indicate　that　the　actMties　of　enzymes　have　been
　　　　confirmed　to　be　increased　by　the　adrr；ini＄tration　of　clofibric　acid　to　rats．　The
　　　　dotted　arrows　indicate　that　the　activitie＄　of　enzymes　which　have　been
　　　　confirmed　to　be　depre＄sed　by　the　treatment　of　rat＄　with　clofibric　acid．
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（2）クロフィブリン酸による肝臓のホスファチジルコリン分子種組成の改変
　クロフィブリン酸をラットに投与すると、肝臓のステアリルー一　CoA不飽和化酵素
（△9不飽和化酵素）が誘導されてオレイン酸が増加する　（Kawashima　et，al，，198
2）。また、リノール酸からアラキドン酸を生合成する過程に関与する3種の脂肪酸
不飽和化酵素（△6、△5及び△8不飽和化酵素）もこの薬物によって誘導される（
Kawashima　et，aL，1990＞。これらの脂肪酸不飽和化酵素の誘導に加えて、クロフィ
ブリン酸はホスファチジルコリン生合成の活性化（Kawashima　et，aL，1994b）、ホス
ファチジルエタノールアミン生合成の改変［1（1）］、ユーアシルグリ西暦ホスホ
コリンアシルトランスフェラーゼの誘導によるホスファチジルコリン再アシル直系の
充進（Kawashima　et，a　1，，1984）を引き起こす。これらの代謝変動が組合わさった結
果、肝臓のホスファチジルコリンの分子種組成はクロフィブリン酸の投与によって著
しく変化した（Kawashima　et，al，，1992）。肝臓のホスファチジルコリンはリボ蛋白
質の成分となって血液中に分泌され、末梢組織へ運ばれてそこで利用される。したが
って、肝臓のボスファチジルコリン分子種生合成に対するクロフィブリン酸の作用機
序を解明することは、肝臓で起きたりン脂質分子種組成の変化が血液を介して末梢組
織に伝達される過程を知る上で必須である。
　クロフィブリン酸を投与すると、肝臓のホスファチジルコリンのパルミチル一軸レ
イル（16：0－18：1）分子種が著明に増加し、ステアリルーアラキドニル（18：0－20：4）
とステアリルーリノレイル（18：0　一一　18：2）分子種は減少した。一方、ホスファチジルエ
タノールアミンでは、パルミチルーアラキドニル（16：0－2◎：4）ならびにステアリル
ーアラキドニル（18：0－2◎：4）分子種が増加した（図2）。ホスファチジルコリン分
子種の生合成には3経路がある。すなわち、de　novo合成経路、再アシル化経路な
らびにホスファチジルエタノールアミンのメチル化経路である（図1＞。これらの3
経路のホスファチジルコリン分子種の生成に対する寄与がクロフィブリン酸の投与に
よってどのように変わるかを検討した。
　［3H］グリセロールをラットに投与し、肝臓のホスファチジルコリンとホスファ
チジルエタノールアミンの主な分子種へのin　vivOでのこの標識の取り込みに対す
るクロフィブリン酸投与の影響を調べた（図3）。標識の取り込みの速度から判断し
て、de　novo合成の著しい充進と再アシル化の元郷によってホスファチジルコリンの
パルミチルーオレイル（16：0－18：1）分子種の生成が、また、再アシル化の充進によっ
てパルミチルーアラキドニル（16：0－20：4）分子種の生成が促進されることを示唆す
る結果が得られた。一方、ホスファチジルエタノールアミンでは、de　li・ovo合成の充
進によってパルミチルーオレイル（16：0－18：1）分子種の生成が、また、再アシル化の
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著しい充進によってパルミチルーアラキドニル（16：0－20：4）およびステアリルーア
ラキドニル（18：0－20：4）分子種の生成が促進されているようであった。
　deRov。合成によるパルミチルーオレイル（1610－18二1）分子種の生成促進がジアシ
ルグリセロールの取り込みに関わる酵素の基質特異性の変化によるものか、それとも
基質として利用し得るパルミチルーオレイル（16：0－18：1）ジアシルグリセロールの増
加によるものかを調べた。クロフィブリン酸を投与しても、肝臓のCDP一コリン：
ジアシルグリセロールコリンホスホトランスフェラーゼとCDP一コリン：ジアシ
ルグリセロールエタノールアミンホスホトランスフェラーゼの基質特異性になんら
変化は認められなかった（表1および2）。一方、クロフィブリン酸の投与によって、
肝臓中のパルミチルーオレイル（16：0－18：1）ジアシルグリセロールは増加し（表3）、
このジアシルグリセロール分子種へのhvlvoでの［3H］グリセロールの取り込み
は著しく増加した（表4）。したがって、ホスファチジルコリンとホスファチジル堅
手ノールアミンにおけるパルミチルーオレイル（16：0－18：1）分子種の増加は主にパル
ミチル一揖レイル（16：0－18：1）ジアシルグリセ一一ルの供給増加に起因するものであ
ると考えられる。
　先に1（1）で示したように、ホスファチジルエタノールアミンのN一メチル化は
動物へのクロフィブリン酸投与によって抑制される。この抑制がメチル化経路で生成
するホスファチジルコリン分子種の割合をどのように変化させるかを検討するために、
［MC］エタノールアミンをラットに投与してホスファチジルエタノールアミンを標
識し、標識されたホスファチジル下弓ノールアミンから生じるホスファチジルコリン
分子種を個々に定量した。パルミチルーオレイル（16：0－18：D分子種以外のすべての
ボスファチジルコリン分子種の生成は抑制されたが、パルミチルードコサヘキサニル
（16：0－22：6）、ステアリルードコサヘキサニル（18：0－22：6）およびステアリルーアラ
キドニル（18：0・一20：4＞分子種の生成が著しく抑制された（表5、図4）。
　これらのリン脂質分子種代謝の結果を総合すると、クロフィブリン酸によって引き
起こされるホスファチジルコリン分子種組成の変化（図2）をかなりの程度まで説明
することが可能である。
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Fig．　3．　Effects　of　clofibric　acid　on　the　in　vivo　formation　of　molecular
species　of　PtdChe　and　PtdEtn　from　（3H］　glycero｛　in　liver
［3H］　Glycerol　was　lnjected　intraperitoneally　to　control　rats　or　rats　which　had
been　fed　on　diet　contalning　O．50／o（w／w）　clofibric　acid　fer　7　days．　A　and　B，
PtdCho；　C　and　D，　RdEtn；　A　and　C，　control；　B　and　D，　clofibric　acid－fed．
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［rable　1　Effects　of　ciofibric　acid　on　the　substrate
specificity　of　CDP－choline　：　diacyiglycerol　choliRe－
phosphotransferase　ln　rat　liver
Rats　were　fed　on　a　coRtrol　diet　or　a　diet　centainlng
e．SYo　（w／w）　ciofibric　acid　for　7　days．　CDP－
choline：diacy＝Lglycerol　　　cholinephosphot二ransferase　　　in
hepatic　microsomes　was　assayed　using　16：0－18：l
diacylglycerol　（　DG　）　as　substrates　with　various　ratio．
Phosphatidylcholine　（　PtdCho　）　formed　was　isolated　by
high　performance　：ti　quid　chromat二〇graphy．　　Va：Lues　are　the
mean　for　two　different　preparations　of　microsomes．
Substrates
DG　molecular
species
Control Clofibric　acid
（　Rmoles／min／mg　protein　）
16：0一一18：1　（100％）
16：0－18：2　（　OY．）
41．09　（100．0％）
o　（　o％）
32．95　（100．09．）
o　（　oy．）
i6：0一一18：1　（679．）
16：0一一18：2　（33％）
20．61　（5S．SY．）
16・54　（44・590）
17・43　（53．990）
14．90　（46．190）
16：0－18：1
16：0・一一18：2
16；O－18：1
16：0一一18：2
（50％）
（sog．）
（33Y．）
（67Y．）
12．54　（36．0％）
22．18　（64．OY．）
　8．73　（23．4％）
28・62　（76．6Ye）
11・69　（36・7Ye）
20・15　（63・39e）
　7・76　（24・4Ye）
24．IO　（7S．6Y．）
16：0－18：1　（　09．）
16：0一一18：2　（IOOY．）
o　（　og．）
35．43　（100．OY．）
o　（o％）
33．21　（100．OY．）
一一 P3一
Table　2　Effects　of　clofibric　acid　oR　the　substrate
specificity　of　CI）P－ethaRolamine：diacylglycerol　ethanol一一一
aminephosphotraRsferase　in　rat　liver
Rats　were　fed　on　a　control　diet　or　a　diet　containing
O．5Ye　（w／w）　clofibric　acid　fer　7　days．　CDP－
ethaRolamine；diacylglycerol　ethanolaminephosphotrans－
ferase　in　hepatic　micro＄omes　was　assayed　usiRg　16：0－
18：l　diacylglycero：L　（　DG　）　as　subst二rates　with　varieus
ratio．　　Phesphatidylethanolamine　（　PしdEt二n　）　formed　was
isolated　by　high　performance　liquid　chromatography．
Values　are　the　mean　for　two　different　preparations　of
矯■crOSO疑】es．
Substrates
DG　molecular
specles
Control Ciofibric　acid
（　nmoles／min／mg　protein　）
16：0－18：1　（IOO％）
16：0－22；6　（　09．）
7．75　（IOO．09．）
o　（　og．）
7．54　（IOO．09．）
o　（　o％）
16：0－18：i　（67％）
16：0一一22：6　（33Y．）
　3．04　（21．5％）
11．OS　（78．59．）
　2．90　（18．6％）
12．70　（81．49．）
16：0－18；1　（50％）
i6：0－22：6　（SO％）
　1・98　（13・590）
12・69　（86・590）
　1．74　（IO．87．）
14・43　（89．270）
16；O－18；1　（3390）
16：0一一22：6　（67Y．）
　1．3S　（’8．S9．）
14・47　（91．590）
　1’；18　（　6．670）
16・76　（93・490）
16：0－18：1　（　09．）
16：0－22；6　（100Y．）
o　（　oy．）
ls．74　（loo．oy．）
e　（og．）
19．33　（100．09．）
一一 P4k一
Table　3
composition　ofliver
E£fects　of　clofibric　acid　on　the
molecular　species　of　dlacylglycerol　in
Rats　were　fed　on　a　cont二rol　diet二　〇r　a　（liet　containing
O．59e　（w／w）　clofibric　acid　for　7　days．　Molecularspecies
of　hepatic　diacylglycerol　were　analyzed　by　high
performance　liquld　chromatography．　Values　are　the　mean
±　S．D．　for　6　animals．
Molecular
specles
Control Clofibric　acid
（　nmoles／g　liver　）
???????????????????，??????????．??????????????? 　　38　　45
210
　　　1
　100
146
　　64
　　10
　　10
　　12
1151
±　2
±6
±　29
±o
±　19
±　21
±　ll
±　1
±6
＋一　4
±　94
　　29　止
　　57　±
　　71　±
　　14　＋一
　　65　±
346　±
　　33　±
　　10　±
　45　±
　　23　±
1171　±
3
7
13
2
21
58
5
2
28
3
106
Table　4．　Effects　of　clofibric　acid　on　in　vivo　incorporation　ot
I3H］glycerel　into　melecular　species　of　diacylglycerel
【3H］Glyce　rol　was而ected　intraperitoneally　to　control　rats　or　rats　which　had　been
fed　on　a　diet　containing　O．50／o（w／w＞　ciofibric　acid　for　7　days．　Values　are　mean　±
S．D．　for　three　rats．
Molecvlar　speciesC　o　ntrol Clofibric　acid
5min　10min　〈o／o　of　radioactivity） 5min　10　min　（o／．　of　radioactivity）
16：0－22：6
1　8：2－G　8：2
1　6：0－2　0：4
1　6：0－1　8：2
1　8：0－20：4
18：1－18：1
1　6　：O－1　8：1’
1　8：0－1　8：2
1　8：0－1　8：1
　2．79　±　1．1　5
　4．87　±　1．28
　2．39　±　1．00
36．22　±　2．84
　0．35　±　O．13
　4．49　±　1．18
18．26　±　1．70
　1．49　＋一　O．28
　0．55　±　O．12
　2．68　±　O．28
　5．67　±　1．41
　2．05　±　O．77
30．10　±　3．18
　0．35　±　O．14
　6コ5±0。95
1　8．00　±　1．1　4
　1，69　±　O．19
　0．55　±　O．05
　O．74　±　O．08
　0．30　±　O．19
　1．21　±　O．40
　5．07　±　1．69
　0．17　＋一　O．05
　7．48　±　O．68
60．88　±　3．78
　1．53　±　1．36
　0．75　±　O．17
　O．82　±　O．47
　0．39　±　O．20
　1．33　±　O．54
　6．00　±　2．23
　0．22　±　O．21
“．83　±　3．37
51．74　ww＋　5．31
　1．98　±　O．68
　0．86　±　O．12
一1　5　一一
Table　5．　Effects　ot　clofibric　acid　on　in　vivo
species　of　PtdEtn　and　PtdCho
incorp ratien　ef　P4Clethanolamine　into　melecular
［i4C］Ethanolamine　was　ifijected　intravenously　to　cofitrel　rat＄　or　rats　which　had　been　fed　oR　a　diet　containlng　O．50／o
（w／w）　clofibric　acld　for　7　days．　At　I　O　rnin　and　120　min　after　the　injections，　liver　was　isolated．　Hepatic　lipid　was
extracted；　PtdEtn　and　PtdCho　were　separated　by　TLC．　Molecular　species　of　PtdEtn　and　PtdCho　were　isolated　by
high　performance　liquid　chromatography　and　determined　a＄iipid　phosphorvs．　Value＄were　the　mean　for　two
rats．
Molecular　species　　　　Ptd　Etn
o／o　of　radioactMt
　　　　　PtdCho
（o／．　of　radioactivity）
　　　　120　min
Ptd　Etn
10　min 120　min 10　min 120　min
　PtdCho
（dpm／nmol）
　120　min
?」?? Control
　　　　　16：0－22：6
　　　　　16：0－20：4
　　　　　16：0－18：2
　　　　　16：0－18：1
　　　　　1　8　：O－2　2　：6
　　　　　18：0－20：4
　　　　　18：0－18：2
Clofibric　acidイed
　　　　　16二〇一22：6
　　　　　16：0－20：4
　　　　　16：0－18：2
　　　　　1　6：0－1　8：1
　　　　　18二〇一22：6
　　　　　18：0－20：4
　　　　　1　8：0－1　8：2
34．52
9．29
1　8．5　5
3．54
7．1　0
10．14
1．53
20．43
1　4．0　3
“．07
21．48
9．26
9．26
3．37
31．0　9
16．16
1　8．22
2．71
6．34
1　3．5　9
3．26
20．88
30．92
9．27
13．71
3．29
1　O．0　7
1．4　9
33．93
1　5．83
17．47
7．22
6．e2
1　O．3　8
3．91
1　7．4　4
24．40
14．19
21．2　4
2．37
5．86
2．39
24．35
7．60
20．29
28．03
1　2．3　0
5．24
3．80
“．14
2．30
1　O．8　4
1　6．2　4
7．95
1．64
4．66
2　9．1　1
1　5．62
21．9　8
23．80
1　7．7　2
7．85
11．86
21．07
1　O．1　7
1　4．0　5
26．40
1　O．88
3．55
4．87
8．09
1．41
1．58
1．01
3．30
0．76
0．70
2．04
0．68
0．49
0．33
1．29
0．34
0．29
???????．???。．??ジ
?????
oo?????????????
?????
? ??（」 ???????? ?」↑ ??」 ???? ?｝ ?? ?? ??
Fig．　4．　Effects　of　ciofibric　acid　on　the　formation　of　molecuiar　species
of　PtdCho　from　PtdEtn
［i4C］Ethanolarnine　was　injected　intravenously　to　control　rats　or　rats　which　had
been　fed　on　a　diet　containing　O．50／o　〈w／w）　clofibric　acid　for　7　days．　At　120　min
after　the　injections，　liverwas　isolated．　Hepatic　lipid　was　extracted；　PtdEtn　and
PtdCho　were　separated　by　TLC．　Molecular　species　of　PtdEtn　and　PtdCho
were　isolated　by　high　performance　liquid　chromatography　and
determined　a＄　lipid　phosphorus．　The　arnounts　of　PtdCho　forrned　from　PtdEtn
was　caiculated　using　the　specific　radioactivity　of　PtdEtn．　Values　are　mean　for
two　rats．口，con重rol　ra、t＄；圏，clofiblic　acld－fed　rats．
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III．　腎臓のホスファチジルコリン分子種組成の特殊性
　ラットの腎臓は脂肪酸不飽和酵素活性がきわめて低く、脂肪酸の供給の多くを血液
に頼っているので、腎臓のホスファチジルコリンの脂肪酸組成は血液中のリン脂質の
脂肪酸組成の変化の影響を非常に受けやすい（Kawashima　et．al，，1993）。ところが、
肝臓や血液のリン脂質中にはほとんど存在しないパルミチルーパルミチル（16：0－16：
0）ホスファチジルコリンが多量存在するという特殊性のあることが明らかになった
（Kawashlma　et．al，，1993＞。この特殊性が腎臓のホスファチジルコリン分子種に生
じる機序について検討した。
　ラット、マウスおよびモルモットについて、腎臓のホスファチジルコリンの分子種
組成を調べたところ、どの動物種にもジパルミチル（16：0－16：0＞分子種がかなりの
割合で存在することが明らかになった（表6）。ジパルミチル（16：0－16：0＞ホスフ
ァチジルコリンは肺胞のサーファクタントの主成分であるが、この分子種が肺胞サー
ファクタントのホスファチジルコリン中に占める割合はたかだか30％である。さら
に、この分子種の肝臓中の存在割合が0．1％に満たないことを考えると、この分子
種の腎臓での含有量はきわめて高いものである。
　腎臓のジパルミチル（16二〇一16：0）ホスファチジルコリンがどのような代謝経路で
合成されるのかを解明するために、［3H］グリセロールをラットに投与して腎臓の
ボスファチジルコリンの南分子種への取り込みを調べた。　［3H］グリセロールはき
わめて早い速度でジパルミチル（16：0－16：0）ホスファチジルコリンに取り込まれる
こと、さらに、腎臓にはジパルミチル（16：0－16：0）ジアシルグリセロールが高濃度
で存在すること（表7）が明らかになった。したがって、腎臓はジパルミチル（16：0
一一@16：0）ホスファチジルコリンをde　novo合成経路によって合成しているものと考え
られる。腎臓が何故にジパルミチル（16：0－16：0）ホスファチジルコリンを大量に合
成して保持しているのかについては、現在、探求中である。
一1　8一
Table　6　Composition　of　molecular　spceies　of　phos－
phatidylcholine　in　kldney　of　rats，　mice　and　guinea一一pigs
Molecular
specles
Rat Mouse
（　molego　）
Guinea－pig
16：0－22：6
18：2一一18：2
16：0－20：4
18：0一一22：6
18：1一一18：2
16：0一一一18：2
18：0一一20：4
18：1一一18：1
16：0一一18：1
18：0－18：2
16：0一一16：0
18：0－18：1
　2．05　±　O．31
　1．32　±　O．22
14．27　±　O．95
　0．67　±　O．10
　2．19　±　O．37
15．77　±　O．64
12．27　±　O．73
　1．05　±　O．45
14．97　±　O．27
　8．3S　±　O．S8
18．56　±　2．05
　2．39　±　O．11
27．06　±　O，63
　0
　8．27　±　1．08
　7．06　±　O．46
　2．30　±　O．08
14．29　±　1．25
　6．18　±　O．62
　0．50　±　O．06
　7．00　±　O．72
　6．45　±　O．90
11．03　±　e．76
　1．35　±　O．18
　O．S5　±　O．06
　2．17　±　O．11
　3．52　±　O．21
　0
　6．49　＋ww　O．43
17．78　±　1．78
　5．53　±　O．43
　2．IO　±　O．13
14．55　±　O．72
32．81　±　O．64
　4．18　±　O．36
　6．33　±　O．86
Table　7　Compisition　of　molecular
diacylglycerol　in　kidRey　and　liver　of　rats
species　of
Molecular
specxes
KldRey Liver
（　molego　）
18：2一一18：2
16：0一一20：4
18：1一一18：2
16：0一一18：2
18：0－20：4
18：1－18：1
16：0－18：1
18：0－18：2
16：0－16：0
18：0－18：1
　4．84　±　O．38
　7．81　±　O．73
　S．66　±　O．30
15．07　±　O．37
19．60　±　1．26
　2．34　±　O．30
16．37　±　1．34
　8．43　±　O．19
　9．32　±　O．93
　3．16　±　O．18
10．02　±　1．78
　3．91　±　O．67
11．19　±　O．82
18．24　±　1．87
　8．76　±　1．87
　6．03　±　1．05
12．62　±　1．04
　5．60　±　1．ll
　O．89　＋一　O．53
　i．07　±　O．34
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皿．　末梢組織のリン脂質アシル基組成の独立性
　肝臓で合成されたリン脂質、特にホスファチジルコリン、はリボ蛋白質の構成成分
となって血液中へ分泌される。この分泌の過程でホスファチジルコリン分子種に対し
て選択が働くので、血液中のホスファチジルコリンの分子種組成は肝臓中のホスファ
チジルコリンの分子種組成とは幾分異なる（Kawashima　et．al，，1992）。末梢組織は
血液中の脂質を取り込みその脂肪酸を自分の構成要素として利用すると同時に自前で
ある程度の脂肪酸を生合成するが、この2っの脂肪酸供給経路の寄与率については詳
しくは調べられていない。腎臓が自前で脂肪酸を供給する能力はきわめて低いため（
Kawashima　et，a　1，，1993）、食餌中の脂肪酸の種類を変化させた場合やクロフィブリ
ン酸を投与した場合には、腎臓のホスファチジルコリンのアシル基組成は肝臓と血液
中の変化を反映したものに変わる（Kawashima　et，al。，1994a）。この事実は腎臓の
ボスファチジルコリンの分子種組成は血液のホスファチジルコリンに強く依存し、臓
器としての独立性は弱いことを示すものである。それでは、すべての末梢組織が腎臓
のようにリン脂質のアシル基に関しては血液からの脂肪酸供給に強く依存しているの
であろうか？この疑問に答えるために、無脂肪食投与、クロフィブリン酸投与ならび
に糖尿病の誘発によって肝臓のホスファチジルコリンのアシル基を変化させ、この変
化が血液に波及したとき、脳、膵臓および腎臓のボスファチジルコリンのアシル基は
その影響をどの程度受けるかを検討した。
　上述した3種類の生理条件はラットの肝臓の脂肪酸不飽和化酵素活性を大きく変動
させるものであり、予想どおりに肝臓のボスファチジルコリンのアシル基組成の変化
を誘発した（表8）。肝臓の変化に連動して血清リン脂質のアシル基組成も変化した
が、両者のアシル基組成の問には高い相関関係のあることが明らかになった（表9）。
さらに、主な不飽和脂肪酸に関しては、腎臓のホスファチジルコリンのアシル基と血
清のリン脂質のアシル基組成との問には高い相関が認められた（表10）。腎臓とは
対照的に、脳のホスファチジルコリンのアシル基組成は試みたいずれの生理条件でも
まったく変化せず、外部の影響を排除して厳密に保持されていた（表11）。一方、
膵臓のボスファチジルコリンのアシル基組成は外因性物質であるクロフィブリン酸の
影響をまったく受けず、無脂肪食の投与と糖尿病の誘発によって変化した（表12）。
これは膵臓が脂肪酸の一部を自前で供給する能力を有していることを示唆するものと
考えられる。
一20一
［rable　8　Acyl　composition　of　hepatic　phosphatidylcholine　of
physiologically　altered　states　of　rats
Rats　were　divided　into　four　experimental　grolips．’　Al！　groups　except　for
the　third　group　（　fat　free　diet　）　were　fed　on　a　semi－synthetic　diet二
which　contained　5Y．　（w／w）　soybean　oil　fior　4　weeks．　The　rats　of　the
secend　group　were　fed　on　t二he　（llet　for　3　weeks　and　then　fed　on　t二he　diet
coRtaining　O．5％　（w／w）　clofibric　acid　for　1　week．　The　rats　of　the　third
group　were　fed　oB　fat　free　diet　which　was　prepared　by　replacing　fat　in
the　semi－synthetic　diet　with　starch．　The　fourth　group　of　rats　were
made　diabetic　by　an　intravenous　injection　of　streptozotocin　3　weeks
before　killing．　Values　are　the　mean　±　S．D．
Fa　tt二y
acid
CoRtrel Clofibric
acid
　　　　　　　　（
　　　　　　Fat　free
　　　　　　　diet
mole　％　）
Diabetic
16：0
16：1
18：0
18：1
18：2
20：3
20：3
20：4
20：5
22：5
22：5
22：6
n－9
n－6
n－9
n－6
n－6
n－3
n－6
n－3
n－3
24．18
2．31
20．46
9．13
10．31
0．11
1．12
25．78
0．46
0．24
0．49
5．20
????????? ????
????????
??
??
??
??
??
り
???）?????????）????????【???｝???【???【????32．82
2．14
12．23
22．93
11．62
1．48
3．15
11．12
0．36
　0
　0
1．08
±　O．40
±　O．20
±　O．65
±　1．66
±　O．84
±　O．41
±　O．25
士0．94
±　o．e2
±　O．07
23．32
5．04
20．68
16．36
7．04
2．61
1．53
16．18
0．38
0．62
　0
S．72
±　1．14
±　O．33
±　1．94
±　1．38
±　O．32
±　O．54
±　O．13
±　O．87
±　O．09
士0．15
±　O．62
17．66
　e
25．77
7．36
13．32
0．25
0．S6
25．92
　0
　0
0．70
7．77
±　O．S4
±　O．91
±　O．13
±　1．07
±　O．Ol
±　O．12
±　1．04
±　O．13
±　O．i3
一21　一一
??」?」?
Table　9
rats
Acyl　composition　of　serum　phospholipid　of　physiologically　altered　states　of
Fatty
acid
Control Clofibric　Fat　free
　acid　diet
　　　　　　　　（　mole　Yo　）
DiabetlcCorrelatioR
coefficient
betweeR　11ver
and　serum
16：0
16：1
18：0
18：1
18：2
20：3
20：3
20：4
20：5
22：4
22：5
22：5
22：6
n－9
n－6
n－9
n－6
n－6
R－3
n－6
n－3
n－3
23．39
1．65
22．73
7．90
14．43
0．24
0．99
22．80
0．34
0．18
0．22
0．52
3．90
±　O．83
±　O．16
±　1．30
±　O．25
±　O．35
±　O．03
±　O．14
±　O．5S
±　O．07
±　O．05
±　O．06
±　O．04
±　O．24
32．08
2．06
11．34
19．75
20．38
1．7S
l．74
7．81
0．28
　0
　0
　0
0．61
±　O．75
±　O．04
±　O．S5
±1．ユ3
±　1．41
±　O．88
±　O．09
±　O．23
±　O．17
±　O．20
23．68
3．62
23．06
ユ5．21
7．79
3．13
1．48
15．56
0．33
0．21
0e68
0．16
4．29
±　1．55
±　O．26
±　1．29
±　O．22
±　O．48
±　O．70
±　O．12
±　O．71
±　O．04
±　O．06
±　O．14
±　O．02
±　O．32
19．18
0．37
26．43
5．38
2！．10
0．19
0．56
20．S8
　0
0．27
0．21
0．56
3．95
±　O．75
±　O．03
±　O．79
±0．ユ4
±　1．42
±　O．14
±　O．07
±　1．Ol
±　O．02
±　O．03
±　O．03
±　O．16
?????? 」? ?
?????
????? ?
???
の
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Table　IO　Acyl
states　of　rats
composition　of　renal　phosphatidylcholiRe　of　physiologically　altered
Fatty
acid
Control Clofibric
acid
　　　　　　　　（　mole
Fat　free
　　dlet
％）
DiabeticCorrelation
coeffic±ent
between　serun
and　kidney
16：0
16：1
18：0
18：1
18：2
20：3
20：3
20：4
20：5
22：6
n－9
n－6
n－9
n－6
n－6
n－3
n－3
35．57
1．62
13．19
12．22
9．86
0．12
0．81
24．31
0．20
1．61
?????【??????????????1．57
0．06
0．44
0．19
0．34
0．02
0．05
1．02
0．05
0．20
33．44
3．83
10．55
22．36
！4．45
0．40
1．91
11．08
0．40
0．73
???????
???
???
???
???
???
???
???
???
　
?「?（??（???【? ?? ???? ????38．91
3．36
11．41
17．12
6．48
0．87
1．08
18．40
0．43
1．69
±　1．Ol
±　O．ll
±　O．35
±　O．55
±　O．30
±　O．17
±　O．06
±　O．18
±　O．02
±　O．03
???????????
??????????????????????
?????
?????????
±　1．36
±　O．18
±　O．33
dr　2．22
±　O．07
±　O．26
±　1．61
±　O．07
±　O．67
O．97Ss
O．9889
0．7670
0．9369
0．9272
Table　11　Acyl　composition　of　brain
physiologically　altered　states　of　rats
phosphatidylcholine　of
Fatty
acid
Ccntrol Clofibrlc
acid
Fat　free
diet
Diabetic
（　mole　70　）
???
???
???????
???????
3一n
?????????????
????????????
???
???
???
???
???
???
???
???
???
???
???
???
???
???
???
??
??? ?????45．02　±　1．99
　0．81　±　O．04
13．06　±　O．15
28．21　±　O．86
　0．76　±　O．06
　0．23　±　O．O1
　1．15　±　O．03
　0．48　±　O．02
　0．18　±　O．Ol
　5．24　±　O．60
　0．22　±　O．02
　0
　0．65　±　O．11
　0．07　±　O．Ol
　O．29　±　O．02
　3．3S　±　O．43
　0．07　±　O．O1
46．29　±　1．10
　e．sl　±　o．02
12．53　±　O．19
28．12　±　O．66
　0．72　±　O．06
　0．23　±　O．03
　1．28　±　O．2S
　O．33　±　O．22
　0．22　±　O．02
　4．94　±　O．23
　0．2e　±　o．02
　0
　0．57　±　O．04
　0．09　±　O．Ol
　O．28　±　O．06
　3．ll　±　O．22
　0．04　±　O．03
46．42　±　1．63
　0．93　±　O．OS
12．77　±　O．13
28．32　±　O．26
　0．39　±　O．03
　0．21　±　O．02
　1．10　±　O．07
　0．47　±　O．03
　0．16　±　O．Ol
　4．76　±　O．2S
　O．20　±　O．Ol
　o
　O．50　±　O．03
　0．09　±　O．Ol
　O．24　±　O．02
　3．22　±　O．20
　0．OS　±　O．O1
44．86　±　1．94
　0．70　±　O．02
12．96　±　O．27
26．90　±　O．68
　2．01　±　O．36
　0．22　±　O．Ol
　O．97　±　O．06
　0．37　±　O．03
　0．27　±　O．02
　S．54　±　O．52
　0．21　±　O．OO
　o
　O．S4　±　O．08
　0．06　±　O．Ol
　O．30　±　O．03
　3．67　±　O．49
　0．06　±　O．Ol
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Table　12　Acyl　composition　of
altered　states　of　rats
ancreatic　phosphatidylcholine　of　physiologically
Fatty
acld
Control Clofibric　Fat　free
　acid　diet
　　　　　　　　（　mole　％　）
DiabeticCorrelatioR
coefficient
between　serum
aAd　pancreas
16：0
16：1
18：0
18：1　n－9
18：2　n－6
18：3　n－6
20：3　n－9
20：3　R－6
20：4　n－6
20：5　n－3
22：4
22：S　n－6
22：5　n－3
22：6　n一一3
43．30
2．48
5．66
10．42
19．61
0．84
0．11
0．62
15．05
1．18
0．11
　0
0．17
0．28
±　O．92
±　O．13
±　O．22
±　O．25
±　O．83
±　O．15
±　O．02
±　O．04
±　1．12
±　O．09
±　O．03
±　O．03
±　O．02
45．23　±　1．10
　2．62　±　O．14
　4．01　±　O．19
　9．89　±　O．34
18．87　±　2．06
　1．70　±　O．23
　0．28　±　O．08
　1．04　±　O．09
14．56　±　O．84
　1．19　±　O．12
　0．07　±　O．02
　　0
　0．12　±　O．02
　0．20　±　O．03
?????????? ????? ????? ????? ????? ????? ?????????????????±　O．98
±　O．29
±　O．25
±　O．68
±　O．94
rk　O．07
±　O．20
±　O．06
±　O．89
±　O．05
±　O．02
±　O．02
±　O．02
±　O．02
37．87　±　1．82
　0．33　±　O．03
　9．95　±　O．88
　6．40　±　O．62
31．62　±　2．96
　0．15　±　O．05
　0．39　±　O．IO
　O．66　±　O．10
11．37　±　1．49
　0．10　O．02
　0．24　±　O．07
　0．06　±　O．04
　0．27　±　O．13
　0．42　±　O．12
O．4600
0．8009
0．8424
－O．1252
　　0．7811
結論
　本研究では、以下の諸点が明らかになった。
　（1）クロフィブリン酸はラット肝臓中のホスファチジルエタノールアミン含量を
増加させるが、この増加はボスファチジルエタノールアミン生合成の主経路であるd
enovo生合成系の充進ではなく、通常では副経路であるホスファチジルセリン（ホ
スファチジルコリン→ホスファチジルセリン→ホスファチジルエタノールアミン）
を経由する生合成経路の元進によるものである。
　（2）クロフィブリン酸をラットに投与すると、肝臓のホスファチジルコリンとホ
スファチジルエタノールアミンの分子種組成が大きく変動するが、これは肝臓のホス
ファチジルコリンde　novo生合成の詠進、ホスファチジルエタノールアミン生合成
経路の変化、肝臓で生成するジアシルグリセロール分子種の変化、ホスファチジルコ
リンとホスファチジルエタノールアミンの再アシル化系の充進、ホスファチジルエタ
ノールアミンN一メチル化系の抑制が相互に関連しあって生じた結果である。
　（3）腎臓はジパルミチル（16：0－16：0＞ホスファチジルコリンを多量に含むが、
このリン脂質はdenov。生合成経路で生成することを示唆する結果を得た。
　（4）肝臓で生じたホスファチジルコリン分子種組成の変化の影響が血液を介して
末梢臓器のリン脂質のアシル基組成にどの程度波及するかを、クロフィブリン酸投与、
無脂肪食投与、糖尿病ラットの腎臓、膵臓、脳のホスファチジルコリンについて調べ
た。脳のホスファチジルコリンのアシル基組成は厳密に保持されているが腎臓のボス
ファチジルコリンは独自性を有しているもののifn液中の変化の影響を大きくうけ、膵
臓は脳と腎臓の中間的な性質を示す結果が得られた。　（ホスファチジルコリン以外の
リン脂質についても既に研究成果を得ているが、データが膨大であるため本報告書で
はこれらを割愛した。）
　本研究の開始時に予想したように、末梢臓器のリン脂質の分子種組成の肝臓・血液
のリン脂質分子種組成からの独立性の程度は臓器によってさまざまであった。脳のよ
うな独立性の高い臓器は別として多くの末梢臓器のリン脂質の分子種組成は外的因子
（クロフィブリン酸または食餌の脂肪酸）によって介入が可能であり、この介入にク
ロフィブリン酸は有効な手段となり得ることが明らかになった。今後は、さまざまな
臓器のリン脂質の分子種生成に対する外的因子による介入の具体的方法についてさら
に検討を重ねて行きたいと考えている。
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本研究成果の発表論文
Al　terati　ons　by　Cl　ofi　bric　Aci　d　of　Metabol　i　sm　ef　Phosphati　dyl　ethanol　ami　ne
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　Rat－liver
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Pharmaceutical　Co．，　LTD，1－2－10hnodai，Mi　dorトku，　Chi　ba－shi，Chi　ba　267，
Japanb
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Abstract）
　　　Metabol　i　c　changes　i　nduced　by　p　一・chl　orophenoxyi　sobutyric　aci　d
（clofi　bri’c　aci　d）　i　n　hepatic　phosphatidyl　ethanol　ami　ne　（PtdEtn）　were
studi　ed．　The　treatments　of　rats　with　cl　ofibric　aci　d　i　ncreased　hepatic
concentrations　of　phosphatidyl　chol　i　ne　（PtdCho），　PtdEtn　and
phosphatidyl　i　no＄itol　（Ptdl　ns），　but　not　phosphatidyl　serine　（PtdSer）．，
Among　the　phosphol　i　pi　ds，　an　extent　of　the　i　ncrease　i　n　PtdEtn　was　the
most　promi　nent　（1．91－fol　d　on　the　basis　of　g　i　i　ver　and　2．73－fol　d　on　the
basis　of　wholeliver）．　Of　the　enzymes　which　are　involved　in　synthesis　de
novo，　of　PtdEtn，　the　activi　ty　of　CTP　：　phosphoethanol　ami　ne
cytidylyltransferase　was　reduced　by　the　admi　nistration　of　cl　ofi　bric　aci　d
to　rats．　The　treatments　of　ratS　with　the　drug　signi　ficantly　decrea＄ed
serum　concentration　of　free　ethanol　amine．　Cl　ofibric　aci　d　enhanced　the
acti　vi　ty　of　PtdSer　decarboxylase　and　depressedノ〉。　methyl　ati　on　in　vlvo　of
PtdEtn　by　i　nhibiting　N－methytransferase．　Moreover，　clofi　bric　acid
signi　ficantly　depressed　turnover　of　PtdEtn　whi　ch　was　l　abel　ed　in’vivo
with　［3H｝glycerol．　These　resul　ts　suggest　that，　under　the　i　nfluence　with
cl　ofi　bric　acid，　hepatocytes　faci　l　itate　the’　pathway　PtdCho　一一e・　PtdSer　一
PtdEtn　and　reduce　turnover　of　PtdEtn，　resul　ting　i　n　the　expanded　cel　l　ul　ar
pool　of　PtdEtn．
Key　words　phosphatidylethanolamine；　metabol　ism；　clofi　bric　acid；
peroxisome　prol　i　ferator；　rat　l　iver
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（1　ntroducti　on）
　　　Admi　nistration　of　peroxisome　prel　i　ferates　to　rodents　caused
hepatomegalyi）　and　prol　i　ferations　of　organel　l　es　i　ncl　udi　ng　peroxisomes，
mitochondria　and　endopl　asmi　c　reticul　um，2－6）　These　bi　ol　ogi　cal　changes
are　considered　to　requi　re　an　el　evated　supply　of　phosphol　i　pi　ds　whi　ch
compose　bi　ol　ogi　cal　membranes．　Cl　ofibric　aci　d，　a　typical　peroxisome・
prol　i　feratbr，　considerably　i　ncreases　hepati　c　content　of　phosphol　i　pi　ds，
especially　PtdCho　and　PtdEtn．6）　To　achieve　the　supply　of　phosphol　i　pids　i　n
response　to　peroxisome　prol　i　ferators，　hepatocytes　i　nduce　several
enzymes　whi　ch　partici　pate　i　n　formation　of　mono一　and　poly・一unsaturated
fatty　aci　ds7－ii）　and　i　n　bi　osynthesis　de　novo　of　gl　ycerol　i　pi　d　such　as
glycerol－3・・　phosphate　acyl　transferase7，　i2，i3）　and　1－acyl　gl　ycerophosphate
acyl　transferase．i4）　l　n　addi　tion　to　the　i　nductions　of　these　enzymes，
clofi　bric　aci　d　has　been　recently　demonsrrated　to　enhance　synthesis　de
novo　ef　PtdCho　by　i　ncreasing　activi　ty　of　CTP　：　phosphochol　i　ne
cytidylyl　transferase　and　by　reduci　ng　secretien　of　PtdCho　i　nto
ci　rculation．6）　Although　cl　ofi’bric　aci　d　i　ncreased　hepatocel　l　ul　ar
concentration　of　PtdEtn　to　a　greater　extent　compared　to　that　of　PtdCho，
information　i　s　l　acki　ng　about　the　effects　of　the　drug　on　metabol　i　sm　of
PtdEtn　i　n　l　iver．
　　　ln　thi＄　context，　the　present　study　i　nvestigated　cl　ofi　bric　acid　一induced
metabol　i　c　changes　which　expand　cel　l　ul　ar　poel　of　PtdEtn　i　n　l　iver．　To
address　the　probl　ems，　we　focused　on　the　alterations　by　cl　ofi　bric　aci　d　of
metabol　ic　regulation　of　cel　l　ular　level　of　PtdEtn　i　n　liver　and　demonstrated
that　the　drug　I　owered　synthesis　de　novo，　turnover　and　N－methyl　atiOn　of
PtdEtn　and　i　ncreased　activi　ty　of　PtdSer　decarboxyl　ase．　These　resul　ts
suggest　that，　under　the　i　nfl　uence　of　clofi　bric　aci　d，　hepatocytes　i　ncrease
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cel　l　ul　ar　concentration　of　PtdEtn　by　a　mechani　sm　compl　etely　di　fferent
from　that　for　PtdCho．　We　report　the　results　herei　n．
MATERIALS　AND　METHODS
　　Materi　als　　［1（3）3H】Gl　ycerol（500　Ci／moD，　L－3一　phos　phati　dyl一し一［3－
i4Ctserine　（di　ol　eoyl）　（55　Ci／mol）　were　purchased　from　Amersham
（Bucki　nghamsire，　Engl　and）．　［1，2－i4C］Ethanol　amine　（100　Ci／mol）　and　S
・一 ≠р?ｎｏｓｙｌ－L－lmethyl－i4C］methi　oni　ne　（47　Ci／mol）　were　from　I　CN
Biochemicals　（Mesa，CA，U．SA）．　Cytidi　ne　di　phespho一一　［1，2－i4C］ethanol　ami　ne
（45　Ci／mol）　was　ki　ndly　given　by　Dr．　K．　I　shi　date　（Medi　cal　Research
lnstitute，　Tokyo　Medi　cai　and　Dental　University）．　Cl　ofibric　aci　d，　CDP・一
ethanol　ami　ne，　ethandl　ami　ne　phosphate，　phosphol　i　pase　C　（from　C／．
welchii　tu　bovi　ne　serum　al　bumi　n　were　obtai　ned　from　Sigma
（St．Loui　s，MO，U．SA）　；　N一　methyl－PtdEtn，　PtdCho　（from　egg）　and　PtdSer
（from　brain）　were　from　Avanti　Pol　ar　Li　pi　d；　S－adenosyl－L一　methi　oni　ne　was
from　Boeringer　Mannhei　m（Mannhei　n，　Germany）　；　CTP　was　from　Yamasa
Biochemicalsぐr◎kyo，　Japan）；Tween　20　was　from　Wako　ChemicaIs（Osaka，
Japan）　and　Triton　×一100　（reduced）　was　from　Nakalai　Tesque　（Kyoto，
Japan）．　Di　acyl　glycerol　was　prepared　enzymatically　from　egg　PtdCho
accordi　ng　to　Wood　and　Snyder　i　5）　and　purified　as　described　by　l　shi　date　et
al．　i6）　［1，2－i4C］Ethan’ol　ami　ne　phosphate　was　prepared　enzymatical　ly　from
［1，2一一i4C］ethanolami　ne　by　a　procedure　of　Tij　burg　et　a／．i7）　i　n　whi　ch
ethanolami　ne　ki　nase　that　was　partially　purifi　ed　by　ammoni　um　sulfate
preci　pitation　accordi　ng　to　l　shi　date．et　al．i8）　was　empl　oyed．　［1，2－
i4C］Ethanol　ami　ne　phosphate　was　purified　by　ani　en－exchange
chromatography．i9）
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　　Studi　es　on　metabolism　in　vivo　of　glycerol　i　pi　ds　For　the
measurement　of　i　ncorporation　of　［i4C］ethanol　ami　ne　i　nto　hepatic　PtdEtn
and　PtdCho，　［i4C］ethanol　amine　was　dissolved　i　n　O．90／e　NaCI　at　the・
concentration　of　2．23　mCi／O．2　ml．　The　experimental　ani　mals　were　male
Wi　star　rats　（160一　200　g）　whi　ch　had　been　fed　on　a　control　di　et　or　a　di　et
containi　ng　O．50／o　（w／w）　cl　ofibric　aci　d　for　7　days．　Under　l　i　ght　anesthesia
with　di　ethyl　ether，　O．2　ml　of　the　sol　ution　containi　ng　2．23　mCi　of
［i4C］ethanol　ami　ne　was　i　nj　ected　i　nto　exposed　right　j　ugul　ar　vei　n．　At　the
ti　mes　i　ndi　cated　i　n　Fig．　2，　rars　were　decapitated　and　l　ivers　were　excised．
副ood　remai　ni　ng　in　the　Ii　vers　was　washed　out　with　ice－col　d　O．9％Na　Cl．
Li　pi　ds　was　extracted　from　l　ivers　by　the　method　of　Bligh　and　Dyer．20）
　　　To　estimare　turnover　rate　of　PtdEtn　i　n　prol　onged　period　up　to　72　h
following　administrati◎n　of［3H］glycerol，0．2　mi　of［3田glycerol（100　mCi）
was　i　nj　ected　i　ntraperitoneally　to　mal　e　Wistar　rats　（190　一一　230　g）　which
had　been　fed　on　a　control　di　et　or　a　di　et　contai　ni　ng　O．50／o　（w／w）　cl　ofibric
acid　fer　7　days．　After　the　i　nj　ections，　rats　were　suppl　i　ed　with　the　same
di　ets　and　k川ed　at　the　ti　me　indi　cated　inFig．3．　Tumover　time　of　PtdEtn
was　determi　ned　accordi　ng　to　Wi　se　and日wyn．21）
　　Preparation　of　enzyme　sources　Male　rats　were　fed　on　the
control　di　et　or　the　di　et　that　contained　O．50／o　（w／w）　cl　ofibric　aci　d　for　7
days．　The　rats　were　decapitated．　Livers　and　bl　ood　were　isol　ated．　Livers
were　perfused　with　cold　O．9e／o　NaCl　and　cut　up　i　nto　three　parts．　One　of
them　and　serum　prepared　from　bl　ood　by　centrifugation　were　stored　at
－800C　until　the　use　for　the　analyses　of　lipid　and　free　ethanolamine，
res　pecti　vel　y．
　　The　second　part　ef　l　i　ver　was　homogeni　zed　i　n　three　vol　umes　of　O．25M
sucrose，　1・　mM　EDTA，　10　mM　Tris－HCI　buffer　（pH　7．4），　and　microsoemes
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and　cytosol　were　prepared　as　described　previ　ously．6）　For　the　preparation
of　mitochondrial　fraction，　the　thi　rd　part　of　I　iver　was　homogenized　i　n　ni　ne
vol　umes　of　O．25M　sucrose，　O．1　mM　EDTA，　10　mM　Tris－HCI　buffer　（pH　7．4）．
The　homogenates　were　centrifuged　at　600　×　g　for　10　mi　n．一　The　resul　ting
supernatant　was　centrifuged　at　5000　×　g　for　10　mi　n．　The　pel　i　et　was
suspended　i　n　the　origi　nal　vol　ume　of　the　homogeni　zi　ng　buffer　and
recentrifuged　under　the　same　conditions．　The　resul　ti　ng　pel　l　et　was
washed　agai　n　by　the　same　manner．　The　pel　l　et　obtained　was　resuspended
in　a　smal　l　vol　ume　of　O．25　M　sucrose，　10　mM　Tris－HCI　（pH　7．4）　and　used　as
mi　tochondrial　fraction．
　　Enzyme　assays　Activity　of　ethanolamine　kinase　in　cytosol　was
determi　ned　by　the　method　of　lshi　date　et　al．i6）　using　［i4C］ethanol　ami　ne．
［i4C］Ethanol　amine　phosphate　that　was　produced　by　the　enzyme　’was
is　ol　ated　by　thi　n－Iayer　chromatographyぐ「LC）on　sili　ca　gel　G　plates
（E．Merck，Darmstadt．　Germany），　whi　ch　were　devel　oped　with　960／o　ethanol　：
．20／o　NH40H　（1：2，　v／v）．24）　CTP　：　phosphoethanol　amine　cytidylyltransferase
in　cytosol　was　assayed　accordi　ng　to　Sundl　er22）　using　［i4C］ethanel　amine
phosphate；　CDP一　ethanol　a　mi　ne　was　separated　by　TLC　on　s川ca　gel　G
pl　ates　，　whi　ch　were　devel　oped　w　i　th　methanol　：O．5e／e　NaCl　：NH40H　（50；50：1，
v／v）．23）　The　regi　ons　on　each　pl　ate　that　corresponded　to　CDP－ethanol　ami　ne
were　scraped　off　and　transferred　to　vi　als．　To　the　vi　al　were　added　1　ml　of
water　and　10ml　of＄cint川ation　fl　ui　d．　Acti　vi　ty　of　CDP・一　ethanol　amine：
diacylglycerol　ethanolamine－phosphotransferase　was　measured　i　n
microcosms　by　the　method　of　lshi　date　et　a／．i6）　using　CDP一［1，2－
i4C］ethanol　amine　and　di　acyl　glycerol　（from　egg）　added　i　n　Tween－
dispersion．　PtdSer　decarboxyl　ase　i　n　mitochondria　was　assayed　empl　oyi　ng
phosphatidyl一［3－i4C］serine　accordi　ng　to　Houwel　i　ng　et　a／．24）　After　the
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incubation，　l　ipi　d　was　extracted20）　and　PtdEtn　formed　was　isolated　by　TLC
accordi　ng　to　Hol　ub　and　Skeaff，25）　and　the　radi　oactiv’奄狽凵@was measured．
PtdEtn　N－methyltransferase　i　n　mi　crosomes　was　assayed　accordi　ng　to
Audubert　and　Vance26）　using　S－adenosyl－L一　［i4C］methi　oni　ne・in　the　absence
as　wel　l　as　i　n　the　presence　of　1．2　mM　N－methyl－PtdEtn．　Al　l　assays　were
cenfirmed　to　be　proportional　to　the　time　and　the　amounts　of　protei　n
empl　oyed．　The　substrate　concentrations　empl　oyed　gave　maximal
actl　vi　tj　es．
　　Analytical　Procedures　Serum　concentrations　of　free　ethanolamine
were　measured　by　hi　gh　performance　l　i　qui　d　chromatography　accordi　ng　to
Baba　et　a／．　27）　Concentrations　of　protei　n　were　measured　by　the　method　of
Lowry．et　a／．28）　with　bovi　ne　serum　al　bumin　as　standard．　Li　pid　was
extracted　from　l　iver　by　the　method　of　Bligh　and　Dyer，20）　and　phosphol　i　pi　ds
were　separared　by　TLC，25）　Li　pid　phosphorus　i　n　scrapes　of　TLC　pl　ates　were
determi　ned　accordi　ng　to　Rouser　et　al．29）
　　Statistical　analysis　Analysis　of　variance　was　used　to　test　the
signi　ficance　of　the　di　fference　between　the　means．　Where　t．he　di　fference
was　signi　fi　cant，　the　statistical　signi　ficance　of　the　di　fference　between
two　means　was　determined　by　using　a　Scheffe’s　multipl　e－range　test．
Statistical　signi　ficance　between　two　means　such　as　non－treated　and
cl　ofi　bric　aCi　d－treated　groups　was　determi　ned　by　Student’s　t　test，　The
signifi　canb’e　of　the　di　fferences　in　slopes　between　two　graphical　lines
was　tested　by　a　nul　l　hypOthesis．
RESULTS
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　　Changes　in　mass　of　phospholipid　Effects　of　clofibric　acid　on
hepatic　content　of　phosphol　i　pi　ds　were　exami　ned．　Rats　were　fed　on　a　di　et
that　contai　ned　the　drug　at　various　concentrations　rangi　ng　from　O．031　to
O．5　O／o　（w／w）　for　7　days．　Compared　on　the　basis　of　g　l　i　ver，　hepatic
concentrations　of　PtdCho，　PtdEtn　and　Ptdl　ns　signi　ficantly　i　ncreased　i　n　a
dose一一　dependent　manner　（Fi　g．　I　A）．　The　most　promi　nent　changes　el　i　ci　ted　by
the　drug　was　a　greater　i　ncrease　i　n　cel　l　ul　ar　concentration　of　PtdEtn．　The
di　etary　treatments　of　rats　with　O．50／e　（w／w）　cl　ofi　bric　aci　d　for　7　days
increased　substantially　a　rel　at．ive　proportion　of　only　PtdEtn　from　23．50／o
to　31．30／o　of　lipid　phospherus　in　l　iver．　It　is　noteworthy　that　no　significant
changes　were　observed　i　n　hepatic　concentration　of　PtdSer．　Due　to
hepatomegaly　produced　by　cl　ofi　bric　aci　d，　the　total　mass　of　phosphol　i　pi　d
in　whol　e　l　iver　was　i　ncreased．　，　I　n　particul　ar，　the　content　of　PtdEtn　i　n
whole　liver　’盾?　rats　that　were　treat’?ｄ with　clofibric　acid　at　dietary
concentration　of　O．50／o　（w／w）was　2．7－times　greater　than　that　of　control．
　　Effects　on　synthesis　de　novo　of　PtdEtn　lnorder　to　understand
the　metabol　i　c　alterations　by　which　clefi　bric　acid　markedly　i　ncreased　the
hepatic　content　of　PtdEtn，　effects　of　the　drug　on　the　enzymes
partici　pated　i　n　biesynthesis　de　novo　of　PtdEtn　were　exami　ned．　Activity
of　CTP　：phosphoethano（ami　ne　cytidylyl　transferase　was　markedly　reduced
by　the　treatments　of　rats　with　cl　ofibric　aci　d，　whereas　activities　of
ei　ther　ethanol　ami　ne　ki　nase　or　CDP－ethanol　ami　ne　：　di　acyl　glycerol
ethanol　ami　nephosphotransferase　were　unchanged　（Tabl　e　1）．　The　in　vitro
addition　of　clofibricacid　at　the　concentrations　ranging　from　10－7　to
10－3　M　was　unabl　e　to　alter　the　activi　ty　of　CTP　：　phosphoethanol　ami　ne
cytidylyl　transferase．　（H．　Mi　zuguchi　and　Y．　Kawashi　ma　unpubl　i　shed
results）．　lt　＄houl　d　be　noted　that　serum　concentration　of　free
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ethanol　ami　ne　was　reduced　by　290／o　fol　l　owing　the　admi　nistration　of
cl　ofi　bric　acid　to　rats　（Tabl　e　2）．
　　Activitie＄　　of　　PtdEtn　　八S　methylati　on　　and　　PtdSer
decarboxylation　ln　accordance　with　previeus　findings，6）　the
admi　nistration　of　cl　ofi　bric　aci　d　to　rats　l　owered　by　20e／o　an　activity　of
PtdEtn　N　一methyl　transferase，　assayed　i　n　the　presence　of　N　一methyl－
PtdEtn　as　exogenous　substrate　（Tabl　e　1）．　To　confi　rm　whether’the
decrease　i　n　the　activity　of　PtdEtn　N　一methyl　transferase　i　s
physi　ol　ogi　cally　effecti　ve　in　レ7．》o，　［1　4C】ethanol　amine　was　呵ected
intravenously　to　control　rats　and　rats　whi　ch　had　been　treated　with
cl　ofi　bric　acid，　and　the　i　ncorporation　of　l　abel　i　nto　PtdCho　via　PtdEtn　was
measured　（Fig．2）．　PtdEtn　was　efficiently　label　ed　with　［i4C］ethanplami　ne
（Fi　g．　2A）　and　the　r’adi　ol　abel　i　nitial　ly　present　i　n　PtdEtn　shifted
quantitatively　to　PtdCho　duri　ng　enti　re　peri　od　of　the　ti　me　course　up　to　120
mi　n　（Fig．　2B）．　The　rate　of　formation　of　radi　ol　abel　ed　PtdCho　vi　a　PtdEtn　i　n
liver　of　rat＄　treated　with　cl　ofibric　aci　d　was　a　half　that　of　control　rats．
The　treatments　of　rats　With　cl　ofibric　aci　d　el　evated　slightly，　but
signi　ficantly，　the　activi　ty　of　PtdSer　decarboxyl　aSe．　The　in　vitro　addi　tion
of　clofi　bric　aci　d　at　the　concentrations　rangi　ng　from　10－7　to　10－3　M　di　d
not　stimul　ate　the　activi　ty　of　thi　s　enzymes　（H．　Mi　zuguchi　and　Y．
Kawashi　ma　unpubl　i　shed　res　ul　ts）．
　　Effects　of　clofibric　acid　on　turnover　of　PtdEtn　［3H］Glycerol
was　i　nj　ected　to　rats，　and　the　effects　of　clofibric　aci　d　on　rate　of
di　sappearance　of　radi　oactivi　ty　from　PtdEtn　between　2　and　72　h　after　the
inj　ections　were　esrirnated　（Fig．　3）．　Plotting　specific　radioactivities　of
PtdEtn　on　semi　logarithmic　scal　e　reveal　ed　graphi　cally　more　than　one
decay　slope　for　the　decay　of　radi　ol　abel　ed　PtdEtn．　Turnover　times　of
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rapi　dly　turni　ng一　over　fracti　ons　（from　2　to　10　h　for　control；　from　2　to　24　h’
for　cl　ofibric　acid－fed　rats）　were　calculated　from　the　graphically
determi　ned　half－lives．2i）　The　turnover　time　for　PtdEtn　of　cl　ofibric　aci　d－
fed　rats　was　approxi　mately　2　ti　mes　slower　than　that　of　control　rats，　the
di　fference　being　signi　ficant　between　the　two　val　ues．
Dl　SCUSSI　ON
　　　Clofibric　acid　has　three　biological　activities　which　are　related　to
lipid　metabol　ism，　that　is，　prol　i　feration　of　organel　l　es，　hepatomegaly　and
hypol　i　pi　demi　c　action．　I　n　order　to　attai　n　the　prol　iferation　of　organel　l　es
and　enl　argement　of　l　i　ver，　hepatocytes　must　be　requi　red　to　i　ncrease　the
supply　of　membrane　phosphol　i　pi　ds．　The　previ　ous　study6）　demonstrated
that　cl　ofibric　aci　d　enhanced　synthesis　de　novo　of　PtdCho　without
changi　ng　the　rate　of　PtdCho　turnover，　so　that　a　l　arger　pool　of　PtdCho
appeared　i　n　l　iver，　These　findi　ngs　seem　to　be　consistent　with　the　widely
accepted　concept　for　metabol　i　c　regul　ation　of　cel　I　ul　ar　l　evel　of　PtdCho．30）
　　　ln　contrast　to　considerabl　e　evi　dence　as　to　regul　ation　of　PtdCho
synthesis，30）　i　nformation　is　less　avai　labl　e　about　control　of　PtdEtn
synthesi＄．　PtdEtn　can　be　synthesized　by　three　pathways，　namel　y　CDP－
ethanol　amine　pathway，　PtdSer　decarboxyl　ation　and　calci　um－stimul　ated
exchange　of　base．　Al　though　the　rel　ative　contribution　of　each　route　to
total　amounts　of　PtdEtn　i　n　l　iver　has　not　been　establ　ished，　a　smal　l　portion
of　hepatic　PtdEtn　seems　to　be　formed　by　the　exchange　of　ethanol　amine
with　the　base　of　preexisting　phospholipids．3i，32）　l　n　baby　hamster　kidney
cel　l　s　or　Chi　nese　hamster　ovary　mutant　cel　l　s，　PtdSer　decarboxyl　ation　has
been　demonstrated　to　be　predomi　nating．33，34）　Compared　to　these
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pathways，　however，　the　contribution　of　synrhesis　de　novo　via　CDP“一
ethanol　ami　ne　pathway　i＄　considered　to　be　more　i　inportant　i　n　the　PtdEtn
synthesisin　hepatocytes　．35）　Previ　ous　studi　es　using　hepatocytes　provi　ded
evi　dence　＄uggesting　that　the　reacti　en　catalyzed　by　CTP　：
phosphoethanol　ami　ne　cytidylyltransferase　is　a　possibl　e　regul　atory　step
in　PtdEtn　synthesis　de　novo　as　wel　I　as　CDP－ethanol　ami　ne　：　di　acyl　glycerol
ethanol　ami　nephosphotransferase．35，36’38）　These　findi　ngs　l　ed　us　to
antici　pate　stimulation　by　cl　ofi　bric　acid　of　CTP　：　phosphoethanol　ami　ne
cytidylyltransferase　and　probably　CDP－ethanol　ami　ne　：　di　acyl　glycerol
ethanol　ami　nephosphotransferase　as　wel　l．　To　our　surprise，　however，　the
present　study　revealed　that　the　activi　ty　of　CTP　：　phosphoethanol　ami　ne
cytidylyltransferase　was　lowered　by　the　treatments　of　rats　with
cl　ofibric　aci　d．　Moreover，　the　present　＄tudy　showed　that　the
administration　of　cl　ofibric　aci　d　to　rats　decreased　by　290／o　serum
concentration　of　fr’?ｅ　ethanol　ami　ne．　I　n　regenerating　l　iver　of　rats　after
partial　hepatectomy，　the　i　ncrease，d　concentration　of　free　ethanol　amine　i　n
serum　was　demonstrated　to　be　responsibl　e　for　the　i　ncreased
bi　osynthesis　of　PtdEtn　without　changi　ng　the　activi　ties　of　the　enzymes
involved　i　n　CDP－ethanol　ami　ne　pathway．22）　These　resul　ts　may　suggest　the
reduced　formation　of　PtdEtn　by　CDP－ethanol　amine　pathway　i　n　l　i　ver　of
cl　ofi　bri　c　aci　d・一　fed　rats．’
　　　Another　i　mportant　poi　nt　addressed　by　the　present　study　i　s　that，　i　n
physiologically　altered　conditions　i　pduced　by　cl　ofi　bric　aci　d，　hepatocytes
reduced　turnover　and　N－methyl　ati　on　of　PtdEtn　and　enhanced　conversion　of
PtdSer　to　PtdEtn．　The　previ　ous　study　in　vivo　using　［3H］glycerol　revealed
that　specific　radioactiviity　of　PtdSer　i　n　l　iver　of　cl　ofi　bric　aci　d－fed　rats
was　much　hi　gher　than　that　of　control　rats　and　that　speci　fic　radi　oactivity
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of　PtdCho　was　much　higher　than　that　of　PtdEtn　i　n　clofi　bric　acid－treated
rats．6）　Moreover，　cl　ofibric　aci　d　di　d　not　alter　cel　l　ul　ar　pool　of　PtdSer　so
much　as　PtdEtn，　PtdCho　and　Ptdl　ns　（Fig．　I　A）．　PtdSer　has　been
demonstrated　to　be　synthesized　frem　PtdCho　by　the　exchange　of　i　ts　base
with　serine　in　iiver．32）　Thus，　it　seems　likeiy　that　PtdSer　is　mainly
synthesized　from　PtdCho，　but　not　from　PtdEtn，　i　n　cl　ofibric　aci　d－fed　rats．
Accordi　ngly，　one　can　specul　ate　that，　under　the　i　nfluence　with　cl　ofibric
aci　d，　hepatocytes　enhance　synthesis　de　novo　of　PtdCho　whi　ch　i　s
subsequently　metabol　i　zed　to　PtdSer，　and　then　the　conversion　of　PtdSer　to
PtdEtn　isfac川tated，　but　PtdEtn　is　accumul　ated　owing　to　the　inhi　bi　ti　on
of　conversion　of　PtdEtn　to　PtdCho．　Since　coordi　natjon　of　synthesis，
catabol　i　sm　and　i　nterconversion　among　glycerophosphol　i　pi　ds　i　s　expected
to　mai　ntai　n　a　stabl　e　pool　of　PtdEtn，　the　turnover　of　PtdEtn　for　the
prol　onged　peri　od　shoul　d　be　taken　i　nto　considerati　on　to　anti　ci　pate　cel　I　ul　ar
pool　size　of　PtdEtn．　I　n　fact，　cl　ofibric　aci　d　slowed　turnover　of　PtdEtn，
whi　ch　may　l　ead　to　expand　thq　cel　l　ul　ar　pool　of　hepatic　PtdEtn　（Fi　g．　3）．　I　n
concl　usion，　the　present　study　revealed　that　the　i　ncrease　i　n　PtdEtn　content
was　caused　by’the　combi　ned　actions　of　the　depression　of　PtdEtn　N
－methyltransferase　activity，　the　el　evati　on　of　PtdSer　decarboxyl　ase
acti　vi　ty　and　the　retardati　on　of　turnover　of　PtdEtn．
　　lt　has　not　been　cl　arified　yet　the　reason　why　hepatocytes　di　d　not
stimul　ate　synthesis，de　novo　for　the　i　ncreased　supply　of　PtdEtn　to　the
prel　i　feration　of　bi　ol　ogi　cal　membranes．　Treatments　of　Nb　2　lymphoma
cel　ls　with　prolactin　haye　been　shown　to　enhance　i　ncorporation　of　chol　i　ne
into　PtdCho，　whi　ch　resul　ted　from　the　retardation　of　turnover　of　PtdCho．39）
Accordi　ngly，　it　coul　d　be　specul　ated　that　the　regulation　of　cel　l　Ul　ar
concentration　of　phosphol　i　pi　ds　through　the　change＄　i　n　activi　ty　of　mi　nor
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pathway（s）　of　bi　osynthesis　and／or　of　turnover　i　s　one　of　the　ways　for
cel　l　s　to　choose　for　a　balanced　synthesis　of　membrane　phosphol　i　pi　ds　that
are　requi　red　for　the　cel　ls　functioni　ng．　Con＄equently，　the　present　resul　ts
and　the　previ　ous　findi　ngs6）　showed　that　hepatocytes　whi　ch　were　treated
with　cl　ofibric　aci　d　expanded　cel　l　ular　poels　of　PtdEtn　and　PtdCho　by
evi　dently　di　verse　manners．
　　Acknowledgments　Thisresearch　was　supported　in　part　by　a　Grant－
in・一Aid　for　Scientific　Research　from　the　President，　Josai　University，　a
Grant一一in一一Aid　for　Sci　entific　Research　from　the　Mi　ni　stry　of　Education，
Sci　ence　and　Culture，　Japan　and　a　Grantd－in一　Aid　for　Research　i　n　Health　and
Wel　fare　from　the　Mi　nistry　of　Health　and　Wel　fare．　We　are　very　grateful　to
Dr．　Kozo　i　shi　date　of　Tokyo　Medi　cal　and　Dental　Uni　versity　and　Dr．　Tomoko
Ni　shi　maki－Mogami　of　the　National　l　nstitute　of　Hygi　enic　Sci　ences　（Japan）
for　hel　pful　discussions．
REFERENCES
1）　Hess　R．　Staubl　i　W．　and　Riess　W．，　Nature　208，　856－858　（1965）．
2）　Svoboda　D．J．and　Azarnoff　D．L．　J．Cel　l　Biol．30，　442－450　（1966）．
3）　Gear　A．R．L．　Al　bert　AD．　and　Bednarek　J，M．　J．　Biol．　Chem．　249，
　　　6495一　6504　（1　974）e
4）　Li　psky　N．G．　and　Pedersen　P．L．　J．　Bi　ol．　Chem．　25　7，　1473－1481　（1　982）．
5）　Kaneko　A．　Sakamoto　S．，　Morita　M．　and　Onoe　T．　Thohoku　J．　Exp．　Med．　99，
　　　81－101　（1969）．
一41一
6）　Kawashi　ma　Y．　Mi　zuguchi　H．　Musoh　K．　and　Kozuka　H．　Biochi　m．　Bi　ophys．
　　　Acta　121　2，　311－318　（1　994）．
7）　Kawashi　ma　Y，　and　Kozuka　H．　Biochi　m　Biophys．　Acta　713，　622－628
　　　（1　982）n
8）　Kawashi　ma　Y．　Hani　oka　N．　Matsumura　M．　and　Kozuka　H．　Biochi　m．
　　　Biophys．　Acta　75　2，　259一・　264　（1　983）．
9）　Kawashi　ma　Y．　Musoh　K．　and　Kozuka　H．　J．　Biol．　Chem．　265，　9170－9175
　　　（1　990）．
10）　Blond　JrP．　Clouet　P．　And　Bezard　J．　Biochem，　Pharmacol．　38，　2741－
　　　2744　（1　989）．
11）　Grznn　M．　Christensen　E．　Hagve　T．一A．　and　Christophersen　B．O．
　　　Biochi　m．　Biophys．　Acta　1123，　170－176　（1　992）．
，1　2）Pol　lard　AD．　and　Brindley　D．N．　Biochem．　Pharmacol．31，　1650・一1652
　　　（1　982）．
13）　Das　A．K．　Aqui　I　i　na　J．W．　and　Haj　ra　A．K．　J．　Biol．　Chem．　258，　3090－3093
　　　（1　983）．
14）　Kawashi　ma　Y．　Hi　rose　A．　and　Kozuka　H．　Biochi　m．　Biophys．　Acta　795，
　　　543－551　（1984）．
15）　Wood　R．　and　Snyder　F．，　Arch．　Bi　ochem．　Physi　ol．131，　478一　494　（1　969）．
16）lshi　date　K．　Tsuruoka　M．　and　Nakazawa　Y，，　Biochi　m．　Biophys．Acta　620，
　　　49－58　（1980）．
17）　Tij　burg　LB．M．　Houwel　i　ng　M．　Geel　en　M．J．H，　and　van　Gol　de　LMG．
　　　Bi　ochem．　J．　25　7，　645一　650　（1　989），
18）lshi　date　K．　Nakagomi　K．　and　Nakazawa　Y．　J．　Biol．　Chem．　259，　14706－
　　　14710　（1　984）．
19）　Sundi　er　R．　Biochi　m．　Biophys．Acta　306，　218－226　（1973）．
一42一
20）　Bligh　E．G．　and　Dyer　W．J．　Can．　J．　Biochem．　Physiol，　37，　911－917
　　　　（1　959）．
21）　Wi　se　E．M．　and　Elwyn　D．，　J．　Biol．Chem．　240，　1．537－1548　（1965）．
22）　Sundl　er　R．　J．　Biol．Chem．　250，　8585－8590　（1975）．
23）Ya　vi　n，巳，　J．Bi　ol．Chem。251，1392－1397（1976）．
24）　Houwel　i　ng　M．　Tij　burg　LB．M．，　Vaartj　es　W．J．　and　van　Gol　de　L．M．G．
　　　　Biochem．　J．　283，　55一　61　（1　992）．
25）　Hol　ub　BJ，and　Skeaff　C．M．　Methods　Enzymol．141，　234一　244　（1987）．
26）　Audubert　F．　and　Vance，D．E．　J．　Biol．Chent．　258，　10695－10701　（1983），
27）　Baba　S．　Watanabe　Y．，　Gej　yo　F．　and　Arakawa　M．　Cl　i　n．　Chi　m．　Acta　136，
　　　49一　56　（1　984）．
28）Lowry　O．H．，　Rosebrough　NJ．，　Farr　A上．　and　Randall　R，J．，　J．　Bi　ol．Chem．
　　　　193，　265”275　（1951）e
29）　Rouser　G．　Siakoto＄　A．N．　and　Fl　ei　schner　S．　Li　pi　ds　1，85－86　（1966）．
30）　Tij　burg　L．B．M．，　Geel　en　M．J．H．　and　van　Gol　de　LM．G．　Biochi　m．　Bi　ophys．
　　　Acta　1004，　1－19　（1　989）．
31）　Sundl　er　R．　Akesson　B．　and　M　l　sson　A．　FEBS　Lett．　43，　303－307　（1974），
32）　Bj　erve　K．S．　Biochi　m．　Bi　ophys．Acta　296，　549－562　（1973）．
33）　Voel　ker　D，R．　Proc．　Natl．Acad．　Sci．USA　81，　2669－2673　（1984）．
34）M川er　M。A．　and　Kent　C。，　J．Bi　ol．Chem．261，9753－9761（1986）。
35）　Tij　burg　LB，M．　Geel　en　M．J．H　and　van　Gol　de　L．M．G．　Biochem．　Biophys．
　　　Res．　Commun．　1　6　0，　125　7一　1280　（1　989）．
36）　Sundl　er　R．　and　Akesson　B．　J．　Biol．Chem．　250，　3359－3367　（1975）．
37）lnfante　J．P．　Biochem．　J．167，847一”849　（1977）．
一43一
38）　Tijburg　LB．M．　Heuwel　i　ng　M．　Geel　en　M．J．H．　and　van　Gol　de　LM．G．，
　　　Bi　ochi　m．　Bi　ophys．　Acta　92　2，　184一　190　（1　987）．
39）　Ko　K．W．S．，　Cook　H．W．　and　Vance　D．E．　J．　Biol．　Chem．　261，　7846－7852
　　　（1　986）e
一44一
Fi　gure　legends
Fi　g．　1．　Effects　of　cl　ofi　bric　aci　d　admi　nistration　on　mass　proportion　of
phosphol　i　pi　ds　i　n　rat　l　iver
　　Rats　were　fed　on　a　di　et　contai　ni　ng　O，　O．031，　O．063，　O．125，　O．25　or
O．50／o　（w／w）　cl　ofibric　aci　d　for　7　days．　Hepati　c　l　i　pi　d　was　extracted　and
determined　as　described　under　“Methods”．　Values　are　the　mean　±
S。D。　of　four　or　seven　＄eparate　experiments．○，PtづCho；團，PtdEtn；□，
Ptdl　ns；　A　，　PtdSer．　Significantly　different　from　control　rats：’　P〈O．05．
Fi　g．　2．　Effects　of　cl　ofi　bric　acid　admi　nistration　on　rhe　formation　in　vivo
of　PtdCho　from　PtdEtn　by　N－methyl　ation
　　［i4C］Ethanol　ami　ne　was　i　nj　ected　i　ntraveneusly　to　control　rats　or　rats
whi　ch　had　been　fed　on　a　di　et　contai　ni　ng　O．50／o　（w／w）　clofi　bric　aci　d　for　7
days．　Livers　were　isolated　at　the　i　ndicated　time，　and　l　ipid　was　extracted．
PtdEtn　and　PtdCho　were　separated　by　TLC，　and　radi　oactivity　and　l　i　pi　d
phosphorus　were　determined．　Values　are　the　mean　±　SD．　for　four　separate
experiments．　A，　i　ncorporation　of　［i4C］etha．nol　amine　i　nto　PtdEtn．　B，
formation　of　PtdCho　from　［i4C］PtdEtn．　The　amounts　of　PtdCho　formed　from
PtdEtn　at　each　time　poi　nt　were　calcul　ated　divi　di　ng　the　radi　oactivity　of
PtdCho　（dpm／g　I　iver）　by　speci　fic　radi　oactivi　ty　of　PtdEtn　（dpm／pmol）．　The
rates　of　formation　of　PtdCho　from　PtdEtn　were　caluculated　from　two－
lines，　and　the　values　（pmol／min／g　I　iver）　for　control　and　clofibric　acid－
fed　rats　were　O．91　and　O．51，　respectively．　Open　symbol　s　and　closed
symbol　s　represent　control　rats　and　cl　ofi　bric　aci　d－fed　rats，　respecti　vely．
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Fig．　3．　Effects　of　clofibric　acid　admi　nistratien　on　turnover　of　PtdEtn　in
Ii　ver
　　［3H］Glycerol　（100p　Ci）was　i　nj　ected　i　ntraperitoneally　to　control　rats　or
rats　whi　ch　had　been　fed　on　a　di　et　contai　ni　ng　O．50／o　（w／w）　cl　ofi　bric　aci　d　for
7days。　Rats　were　k川ed　at　the　ti　me　indicated，and　Iivers　were　is　ol　ated．
Hepati　c　l　i　pi　d　was　extracted　and　separated　by　TLC　as　described　under
“Methods”．　The　l　i　nes　were　obtai　ned　by　regression　analyses．　Each　val　ue
represents　the　mean　of　two　or　seven　rats；　the　devi　ati　on　of　each　val　ue　was
within20％of　the　mean．○，control　rats；働，　cbfibric　acid－fed　rats．
The　hali－lives　（Tv2）　of　PtdEtn　in　rapidly　turning－ever　fractions　（from　2
to　10　hr　for　control　rats；　from　2　to　24　hr　for　cl　ofibric　aci　d－fed　rats）
were　obtained　graphi　cal　ly　from　the　I　i　nes，　Turnover　time　（T）　was
calcul　ated23）　by　the　fol　l　owing　equation；　T＝　Ti／2／ln　2．　The　turnover　times
for　control　and　clofi　bric　aci　d－fed　rats　were　11，15　and　20．98　h，
respectively．　These　values　were　significantly　different　at　P〈O．05．
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Table　1．　Alterations　by　clofi　bric　acid　in　activitie＄　of
parti　ci　pate　i　n　bi　osynthesis　of　PtdEtn
enzymes　wh 　ch
Enzymes Control　Clofibricacid－
　　　　　　　　　　　　　　　　fed
nmol　／　mi　n／　mq　protei　n
Ethanol　ami　ne　ki　nase
CTP：Phosphoethanol　ami　ne
　cyti　dyl　yl　transferase
Di　acyl　gl　ycerol
　ethanol　ami　nephosphotransferase
　　　　　　　　　　　Endogenous　substrate
　　　　　　　　　　　Exogenous　substrate
PtdEtn　N一一　methyltransferase
　　　　　　　　　　　Endogenous　substrate
　　　　　　　　　　　Exogenous　substrate
PtdSer　decarboxvl　ase
1．49　±　O．05
4．93　±　O．32
O，31　±　O，04
8．60　bO．79
3．1　7　±　O．1　0
9．36　±　1．07
0．60　±　O．07
1．43　±　O，1　0
2．80　±　O．20＊＊＊
O，34　±　O．04
9．72　±　O．36
3・25　±　Oel　6
8．00　±　O．55＊
076　±　O．08ite＊
Rats　were　fed　on　a　contrel　di　et　er　a　di　et　contai　ni　ng　O．5e／o　（wlw）　cl　ofibric
aci　d　for　7　days．　Val　ues　are　the　mean　±　S．D．　for　four　or　ten　rats．
Signi　fi　cantly　di　fferent　from　control：　’”’　S’　P〈　O．01；　＊＊　’k　P〈　O．OO1．
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Table　2，　Effects　of　clofi　bric　acid　on　free　ethanolami　ne　i　n　serum
TreatmentsSerum　concentration　of　free
　　　　　　ethanol　a　mi　ne
　　　　　（nmol／ml　serum）
　　　　Control
Cl　ofi　bri　c　aci　d一　fed
36，43　±　7．84
2574　±　4．82＊＊
Rats　were　fed　on　a　control　di　et　or　a　diet　containi　ng　O．50／d（w／w）　cl　ofibric
acid　for　7　days．　Free　ethanol　ami　ne　i　n　serum　was　determined　by　hi　gh
performance　I　i　qui　d　chromatography，　Val　ues　represent　the　mean　±　S．D．　for
sixteen　or　seventeen　rats．　“’Signi　ficantly　di　fferent　from　control　at　P〈
O．01．
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